






























































































ー z成14年度 1,500,000 0 1,500,000
一
、
ー z成15f三度 1,400,000 0 1,400,000
ー
、
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図1:メグシンを過剰発現させたラットではCA1領域で神経細胞死が加速する。
TgMrgでは、Non功と比較して、生後2-6ケ月にかけて海馬全体でORP150の発現上昇を認め、これに一致してCA1領
域で、活性化型caspase-12およびcaspas-3のシグナルも増加していた。CA3でも若干のシグナル増強を認めた。また、
Neuro-N抗体で染色されない細胞、すなわち神経細胞以外の細胞でもTgMrgでは活性化型caspase-12の陽性シグナルを
検出した。
認識する抗体、およびb-actm抗体を用いた
Westemblotを行った。低酸素暴露後18時間
の細胞を用いてGRP78およびメグシンに対す
る抗体を用いて免疫組織染色を行った。ま
た、小胞体での蛋白分解を阻害する物質とし
てLactacystinを用いた。さらに、低酸素環境
下でのメグシンの細胞内分布を確認する目的
でOptiPrepによる密度勾配用によって小胞体
分画とゴルジ分画を分離し、dotプロットを
行った。局在マーカとしてそれぞれ、
calnexin抗体(小胞体)とTGN38抗体(ゴルジ装
置)を用いた。また、強制発現されたメグシ
ンが小胞体から処理される過程を分析するた
めユピキチンを用いた免疫沈降を行った。
caspase-12およびcaspas-3のシグナルも増加し
ていた。CA3でも若干のシグナル増強を認め
た。また、Neuro-N抗体で染色されない細
胞、すなわち神経細胞以外の細胞でもTgMrg
では活性化型Caspase-12の陽性シグナルを検
出した。
2)細胞死とメグシンの細胞内分布(図2）
TgMegより得られたアストロサイトは低酸
素環境で、NonTgより得られた細胞に比し明
らかな脆弱性を示した。また、Wesmblot
では、Tgハ心g由来のアストロサイトでは
ORP150やGRP78などの小胞体ストレス蛋白
の発現上昇が明らかであり、さらに低酸素暴
露24時間後でcaspase-12の活性化を認めた。
また、メグシンの細胞内分布は低酸素負荷前
はGRP78のそれと一致する小胞体パターンを
示し、低酸素暴露後は核周囲に凝集する傾向
が見られ、これはLactacys血添加による変化
に類似していた。さらに、OptiPrepによる細
胞分画では低酸素暴露前には小胞体とゴルジ
装置に連続的に分布していたメグシンが、低
結果
1)海馬CA1領域における神経細胞死(図1)
TgMrgでは、NonTgと比較して、生後2-6,f'-
月にかけて海馬全体でORP150の発現上昇を
認め、これに一致してCA1領域で、活性化型
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図2:メグシンを過剰発現させたラットではCA1領域で神経細胞死が加速する。
TgMegより得られたアストロサイトは低酸素環境で、明らかな脆弱性を示した(A)｡TgMIg由来のアストロサイトで
はORP150PGRP78などの小胞体ストレス蛋白の発現上昇が明らかであり、低酸素暴露24時間後でcaspase-12の活性
化を伴った(B)。メグシンの細胞内分布は低酸素暴露後は核周囲に凝集する傾向が見られた(C-K)｡OptiPrepによる細
胞分画では、低酸素環境では小胞体に局在する傾向を示した(L)。メグシンが低酸素暴露にかかわらず、ユビキチン化
され、小胞体から分解輸送されていることが明らかとなった(M)。
酸素環境では小胞体に局在する傾向を示し
た。またユビキチンを用いた免疫沈降では、
メグシンが低酸素暴露にかかわらず、ユビキ
チン化され、小胞体から分解輸送されている
ことが明らかとなった。
が緩やかに進んでいくと考えられた。
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